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S (54) Title: INDUSTRIAL METHOD FOR PRODUCING RNA AND SYSTEM FOR CARRYING OUT SAID METHOD 

= (54) Titre : PROCEDE DE PRODUCTION INDUSTRIELLE D'ARN ET SYSTEME UTILE POUR LADITE PRODUCTION 

= (57) Abstract: The invention relates to an industrial method for producing an interest heterologous RNA and to a system for car- 
fsj rying out said production method consisting (1) in transforming mitochondrions of yeast cells free of mitochondrial RNA with a 
^ mitochondrial transcription vector comprising at least one copy of the DNA encoding said interest heterologous RNA which are 
controlled by regulatory element(s) of the mitochondrial transcription and a reporter gene thereof or a fragment of said reporter 
^ gene, 2) identifying yeast transformants by incorporating the interest DNA into the mitochondrions thereof, (3) culturing the yeast 
CrS mitochondrial transformants selected at the stage (2), (4) isolating the mitochondrions from the yeast mitochondrial transformants 
JJ^ obtainable at stages (3) and in extracting and purifying the interest heterologous RNA from said mitochondrions. 



O (57) Abrege : ProcSde* de production industrielle d'un ARN necrologue d'int£r£t et systeme utile pour ladite production. Ledit 
If) proc£de* de production comprend au moins les Stapes suivantes : (1) la transformation des mitochondries de cellules de levure 66- 
pourvues d'ADN mitochondrial avec un vecteur de transcription mitochondriale comprenant au moins une copie de 1'ADN codant 
ledit ARN hgterologue d'interet sous le contrdle , d'61£ment(s) r£gulateur(s) de la transcription mitochondriale, et un gene rapporteur 
de la transformation mitochondriale ou un fragment dudit gene rapporteur, (2) l'identification des transformants de levure ay ant in- 
corpore* l'ADN d'interet dans leurs mitochondries, (3) la culture des transformants mitochondriaux de levures s6 lectio nn6es ô 
T6tape (2), (4) Tisolement des mitochondries, ô partir des transformants mitochondriaux de levure obtenues ô TStape (3) 
et (5) l'extraction et la purification de TARN necrologue d'interet, ô partir desdites mitochondries. 
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PROCEDE DE PRODUCTION INDUSTRIELLE D'ARN ET SYSTEME 
UTILE POUR LADITE PRODUCTION. 

La prtsente invention est relative & un precede de production indus- 
trielled'ARNd'interet. 
5 La pr6sente invention est egalement relative & un systfcme utile pour 

la production industrielle d'ARN d'intergt. 

II existe en effet un besoin de production en grandes quantitds 
d'ARN d'interSt pour la production de medicaments (ARN d*interf6rence ou siRNA), 
Petude de la structure des ARNs (cristallisation, RMN, complexes), ainsi que 
10 Panalyse de la fonction des g£nes in vitro en culture cellulaire ou in vivo 9 notamment 
par inhibition de P expression de ces g&nes avec des siRNA. 

Les m&hodes habituellement utilisdes pour la production d'une 
sequence sp6cifique d'ARN sont essentiellement la transcription in vitro et la synthase 
chimique. 

15 Les reactions de transcription in vitro mettent en oeuvre des ARN 

polymerases de bacteriophage (SP6, T7 ou T3). Le rendement de ces reactions de 
synthese et les quantit6s de produit obtenu est en g6n6ral limite, notamment en raison 
de facteurs limitants, tels que les concentrations en nucleotides (effet inhibiteur de 
concentrations en nucleotides > 8 mM, par exemple), les concentrations des differents 

20 elements constituant le milieu reactionnel et notamment la concentration en ions 
Mg**. De maniere g6nerale, il est admis que les concentrations en magnesium doivent 
6tre en exc£s dans les reactions de transcription in vitro. L'utilisation de pyrophos- 
phatase, en association avec les ions Mg** a egalement 6te proposee et est consideree 
comme am61iorant le rendement de la reaction de transcription. 

25 Une autre complication rencontr6e dans la synthase in vitro de poly- 

nucleotides est Pinhibition des polymerases de phages a des concentrations en ions 
relativement faibles. 

Pour 6viter ces differents inconvenients, Putilisation de milieux 
reactionnels ameiiores a et6 propos6e dans le Brevet US 5,256,555, qui decrit 

30 Putilisation d'un milieu reactionnel comprenant des concentrations totales molaires 
eievees en nucleotides (entre 12 mM et 40 mM), qui etaient pr6cedemment CQnsid6- 
r6es comme des concentrations inhibitrices et une quantite molaire efficace de Mg" 4 " 4 ", 
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qui est sous-saturante eu 6gard aux concentrations totales molaires en nucleotides, de 
la pyrophosphatase et des Mg^-nuclfotides ou des Tris-nucieotides. 

Malgre les dififcrentes ameliorations propos6es, la transcription in 
vitro pour produire des ARN d'intSrSt, pr6sente les inconv6nients suivants : 
5 - induction de reactions parasites (activity N+l) qui augmentent 

rheterogtoeite des produits de transcription et n6cessitent une purification pousste de 
TARN; 

• - limitation quant k la quantity et k la taille de TARN synth6tis6 ; 

- cotit de production relativement eiev6. 

10 Alors qu'il existe des syst£mes cellulaires pour produire des 

proteines d'inter6t in vivo, notamment en cellules de levure, il n'existe pas de syst&ne 
comparable pour produire des ARN d'interet. 
En effet : 

- le Brevet am£ricain US 3,272,714 concerne la production 
15 industrielle d'ARN k partir de levures cultiv^es dans un milieu dans lequel la 

concentration en zinc et en acide phosphorique ainsi que le coefficient d'absorption 
d*oxyg6ne sont contr616s ; le precede d6crit ne permet pas de produire sp6cifiquement 
un ARN d'interSt mais uniquement une quantite importante de Pensemble des ARN 
endogfcnes de levure (ARN totaux de levure) ; 

20 - la Demande de brevet europ£en 0 317 209 concerne la production 

industrielle de proteines heterologues. Pour augmenter le niveau d'expression d'un 
g6ne heterologue d'interet chez la levure, il est preconis6 de remplacer les souches 
classiques de levure transform6es par un vecteur d'expression du gene d'interet selon 
les protocoles standards de transformation cytoplasmique (chlorure de lithium), par 

25 des souches de levures deficientes pour la respiration obtenues par deletion de tout ou 
partie du genome mitochondrial (souches rho° et r/io"), transform6es par ce mdme 
vecteur. Lesdites levures transfoimees qui sont deficientes pour la respiration sont 
cultiv6es dans un milieu contenant une source de carbone fermentescible (glucose). 
Mdme si ce systfeme decrit pour la production de proteines 6tait transpose k la 

30 production d'ARN, il ne permettrait pas de produire sp6cifiquement un ARN d'interSt 
mais uniquement un melange d'ARN endogenes de levure et d'ARN exogdnes 
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(Hnt&et dans lequel la proportion d\ARN d'int6r6t dans la fraction d'ARN totaux de 
levure, est augments. 

La Demanderesse s'est en consequence donn£ pour but de pourvoir k 
un proc6d6 de production d\ARN qui ne pr6sente pas les inconv&iients des proc6d6s 

5 habituellement utilises et qui rSponde ainsi mieux aux besoins de la pratique, en ce 
quMl permet de synth6tiser in vivo, dans un systeme cellulaire, n'importe quel ARN 
d'int6rSt en grandes quantity ou avec un rendement 61ev6 et k un coiit 
significativement inffcrieur k celui obtenu avec les mSthode in vitro de Tart ant£rieur. 

Les mitochondries sont des organelles cellulaires possddant une 

10 information g£n£tique propre ; TADN mitochondrial de levure contient les g&ies de 
quelques prolines nScessaires k la fonction respiratoire des mitochondries, ainsi que 
quelques gfcnes n6cessaires au fonctionnement de Tappareil de synthase protdique 
mitochondrial (figure 1). Des m&hodes de transformation mitochondriale (m&hode de 
bonibardement biolistique) ont 6t6 mises au point chez la levure, dans le but 

15 d'analyser la fonction des gfenes mitochondriaux et la regulation de leur expression 
(Jonhston et al., Science, 1988, 240, 1538; Bonnefoy et al., Methods in Enzymology, 
2001, 350, 97, 111 ; Anziano et Butow, P.N.A.S., 1991, 88, 5592-5596). Dans une 
premiere 6tape, une souche de levure dSpourvue d'ADN mitochondrial (souche rho°) 
est bombard6e avec un ADN exogfcne adsorb^ sur des microprojectiles m&alliques, de 

20 fa9on k produire une souche rho" synth&ique ; TADN exog&ie, g&i6ralement un 
plasmide, contient tout ou partie du g6ne k analyser et un fragment d'un marqueur ou 
rapporteur (g&ne de la chaine respiratoire permettant la croissance en milieu non- 
fermentescible). Dans une seconde &ape, les levures rho' synth&iques ayant 
incorpor6 PADN exog&ne sont identifies par croisement avec des levures testrices 

25 rho + comprenant une mutation dans ledit gfene marqueur ou rapporteur, et isolement 
des levures rho' synth6tiques aptes k produire des diploldes capables de croitre en 
milieu non-fermentescible. 

La souche rho" synth&ique ainsi identiftee est crois6e avec une 
souche de levure adapt6e k T6tude dudit g&ie mitochondrial (souche portant une 

30 mutation dans ledit gdne ou souche de type sauvage (g6n6tique inverse)) et Teffet en 
cis (recombinaison homologue) ou en trans du gene mitochondrial est analys6 dans les 
levures resultant du croisement. 
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Les Demanderesses ont montr6 que des souches de levure rho° 
peuvent avantageusement fitre transform6es par tin ADN codant pour un ARN 
h&6rologue d*int6r6t (ARN non cod6 par un g6ne mitochondrial) et utilises pour 
produire TARN d'int6r6t dans leurs mitochondries. Cet ARN est facilement isote sous 
5 forme stable et en grande quantity & partir des mitochondries de la souche rho' 
synth&ique, dans la mesure oil les seuls ARN produits dans les mitochondries de 
ladite souche rho' synth6tique sont ceux qui sont cod6s par TADN utilis6 pour la 
transformation. 

La pr&ente invention a en consequence pour objet, un proc6d6 de 
10 production d'un ARN h6t6rologue d'intdrgt, lequel proc6d6 est caract6ris6 en ce qu'il 
comprend au moins les 6tapes suivantes : 

(1) la transformation des mitochondries de cellules de levure, 
notamment de S. cerevisiae, d6pourvues d'ADN mitochondrial (souche rho 0 ) avec un 
vecteur de transcription mitochondriale comprenant PADN codant ledit ARN 

15 h&frologue d*int6r€t sous le contrdle d'eiement(s) r6gulateur(s) de la transcription 
mitochondriale, et un g6ne rapporteur de la transformation mitochondriale ou un 
fragment dudit g&ne rapporteur; le proc6d6 selon 1 'invention permet ainsi la 
transcription de toute sequence h6t6rologue d'ADN quelle que Soit son origine intra 
ou inter-sp6cifique (y compris les ADNs mitochondriaux d*autres organismes que la 

20 levure ou les ADNs chloroplastiques), ainsi que des sequences d\ADN synth&iques 
n'existant pas dans la nature ; on obtient ainsi un transformant mitochondrial ou une 
souche rho' synth&ique. 

(2) Tidentification des transformants mitochondriaux de levure ayant 
incorpor6 V ADN d'int6r$t, 

25 (3) la culture des transformants mitochondriaux de levure s&ection- 

n6s h P6tape (2), de preference en phase exponentielle de croissance, 

(4) Pisolement des mitochondries, h partir des transformants 
mitochondriaux de levure cultiv6s selon P6tape (3) et 

(5) P extraction et la purification de TARN h£t£rologue d*int£r6t, h 
30 partir desdites mitochondries. 

Dans les conditions du proc£d£ selon Pinvention, TARN obtenu est 

stable. 
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Le proc6d6 de Pinvention permet de produire simultan&nent un ou 
plusieurs ARN d'intdrfit k partir du vecteur de transcription mitochondrials 
Definitions (voir figures 1 k 3) 

- les termes «cellu1e de levure ». «souche de levure ». «cellule», 
5 « levure » et « souche » sont consid6r6s comme Equivalents dans le contexte de la 

pr6sente invention et employes indiffSremment ; il en va de m6me pour les souches 
de levure rho> rho 0 et rho' telles que d6finies ci-apr6s. 

- ARN h6t6rologue d'int6r6t : tout ARN naturel ou synth&ique, non- 
cod6 par le g6nome mitochondrial de levure. 

10 - Souche rho" : souche de levure comprenant un ADN mitochondrial 

intact et fonctionnel comme dans des souches sauvages, ou un ADN mitochondrial 
portant des alterations locales dans sa sequence, de type mit-, qui inactivent la 
fonction respiratoire des mitochondries. (figure 1). 

- Souche rho 0 : souche de levure d6pourvue d'ADN mitochondrial, 
15 caract6ris6e par une incapacit6 de croissance dans un milieu contenant une source de 

carbone non fermentescible et une absence de synthase prot6ique mitochondriale 
(figure 1). 

- Souche rho' : souche de levure comprenant une large d616tion, 
toujours sup6rieure k 50 %, du genome mitochondrial. La region du genome 

20 mitochondrial conserv6e est r6it6r6e, directement ou en palindrome, de manidre k 
reconstituer une masse d'ADN mitochondrial Squivalente k celle existant dans une 
cellule sauvage de levure. Les d616tions de type rho- entrainent toujours avec elles au 
moins un des gfenes mitochondriaux nScessaire aux synthases prot6iques 
mitochondriales, 6tant donn6 que ces gfcnes sont r6partis uniform6ment le long du 

25 g&iome mitochondrial. Les souches rho' sont done ph6notypiquement 6quivalentes k 
des souches rho 0 avec la perte de toute activit6 de synthase prot&que mitochondriale 
et done Pinactivation totale de la fonction respiratoire de Porganelle (figure 1). 

- Souche rho' svnth&iaue : souche de levure initialement rho 0 dont 
les mitochondries ont 6t6 transferases par un ADN exogdne (ADN h&6rologue), 

30 notamment par la m6thode de bombardement biolistique de cellules de levure pr6cit6e. 
Cette transformation est rendue possible par la capacity des cellules de levure de 
pouvoir r6pliquer et maintenir n'importe quel fragment d'ADN, notamment xm 
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vecteur bactSrien (plasmide). Pour les raisons 6num6r6es ci-dessus, aucune prot&ne ne 
peut 6tre synth6tis6e dans les mitochondries de cellules rho synth&iques. En 
revanche, la machinerie de transcription mitochondriale est fonctionnelle dans ces 
cellules. Ainsi, 1 'introduction d'un fragment d'ADN portant un gine d'int£r& sous la 

5 d^pendance des sequences signal de transcription mitochondriale, dans des 
mitochondries d'une cellule rho°, permet d'obtenir une souche de levure exprimant 
dans ses mitochondries uniquement TARN dudit ghne mais pas la proline 
correspondante. Comme dans une souche rho' naturelle, TADN introduit 
artificiellement dans les mitochondries sera r£it6r£ de mantere & produire dans 

10 Porganelle une masse d'ADN £quivalente h celle pr6sente dans des mitochondries de 
souche sauvage rho". Le g6ne d'interSt sera done present dans la souche rho 
synth&ique en un nombre relativement 61ev6 de copies (plus de 3000 pour un g6ne 
d'intfret d'environ lkb). C'est done pour ces propri6t6s proches de celles des cellules 
rho' (naturelles) que de telles cellules sont appel6es par analogie cellules rho' 

1 5 synth&iques (figure 2). 

- Souche mif : souche de levure comprenant une alteration locale 
(substitution nucteotidique, courte deletion ou insertion) dans la sequence d'un g£ne 
mitochondrial qui code pour une des sous unites du syst&ne 6nerg6tique 
mitochondrial comme le g&ie COXII ou COX2. 

20 - Transform ants mitochondriaux : transformants obtenus notamment 

par bombardement des cellules de levure, selon la m6thode biolistique pr6cit6e. Le 
bombardement d'une souche rho 0 conduit k Tobtention de transformants 
mitochondriaux qui sont des rho' synthetiques. Tout vecteur peut etre utilise pour les 
bombardements, mais pour identifier les transformants mitochondriaux, il faut un 

25 vecteur comprenant un marqueur du g6nome mitochondrial de la levure, par exemple 
le g6ne COX2, ou un fragment dudit gtoe. 

- Recombinants mitochondriaux : ils sont obtenus par recombinaison 
homologue apr£s mise en presence de la souche rho' synthetique avec une souche 
rho"'. 

30 - Marqueur d' auxotrophic : mutation dans un gdne connu de la voie 

de biosynth&e ou d'utilisation d'un acide amine, d'un nucleotide, d'un substrat 
carbon6, etc ... 
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De mani&re surprenante, le proc6d6 selon Pinvention : 

- est facilement industrialisable (utilisation de fermenteurs 

classiques) et 

- permet effectivement d'obtenir l'ARN d'int6r6t en quantitds 
5 importantes, pour un faible cotit, aprfcs une purification ais6e k mettre en place. 

En outre, il pr6sente les avantages suivants : 

- le fait qu'il inclue une synthase in vivo, dans des levures, de TARN 
d'int6r§t, lui permet de b£n£ficier de tous les contr61es de quality cellulaire, notam- 
ment : (1) une fidelity de transcription maximale, minimisant consid6rablement les 

10 risques d'erreur d 'incorporation, par plusieurs ordres de grandeur par rapport aux 
proc6d6s existants, et (2) une absence de modifications post transcriptionnelles qui ont 
pour effet de changer la sequence de TARN par rapport k la sequence de son gfcne, du 
fait qu'il n'y pas d'6dition de TARN dans les mitochondries de levure, 

- les cotits de fabrication sont essentiellement independants de la 
15 longueur de TARN. lis sont essentiellement constitu6s par l'achat de r£actifs peu 

onfreux (milieux de culture et produits pour la purification de TARN), alors que les 
proc6d6s de l'Art ant6rieur utilisent des r£actifs trds onfreux (nucleotides, kits 
enzymatiques) en grandes quantit6s., 

Un tel proc&te constitue done une alternative particuli&rement 

20 avantageuse aux proc6d6s de production d'ARN in vitro, selon Tart anterieur, 
economiquement et du point de vue de la quality des molecules fabriqu6es. 

Confonn6ment k l'invention, pr£alablement k l'£tape (1), ledit ADN 
codant l'ARN d'int6r§t peut etre amplify, notamment par PCR, puis il est clon6 dans 
ledit vecteur de transcription mitochondriale. Dans un tel cas, les amorces 

25 oligonucl6otidiques sont 6tablies de la manifere suivante : 1 'oligonucleotide PI est 
compiementaire de la region 5' de l'ADN d'interSt adjacente au +1 de la transcription. 
II comprend avantageusement un site de restriction permettant le clonage de l'ADN 
amplifte dans le vecteur de transformation et 6ventuellement un site facilitant la 
purification de l'ARN d'int£r6t L'oligonucl£otide P2 est, lui, compl6mentaire de la 

30 region 3' de l'ADN d'int£rSt adjacente au stop de la transcription. Lk aussi, 
l'oligonucl£otide comprend avantageusement un site de restriction pour le clonage de 
l'ADN amplify et 6ventuellement des sequences facilitant la purification de l'ARN 
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d*int6r6t. Les sequences facilitant la purification de TARN d*int6r6t sont notamment 
des sequences compl6mentaires d'oligonucl£otides coupl6es k une phase solide ; par 
exemple une sequence oligodA permet de purifier PARN-oligoA ainsi obtenu, k Taide 
d'un oligodT couple notamment k des billes magn6tiques. Avantageusement, lesdites 
5 sequences facilitant la purification de TARN d*int6r6t sont des sequences clivables. 

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux dudit proc6d6, ladite 
sequence d'ADN codant TARN d'interfit est sous le contrdle d'un promoteur et d*un 
terminateur de transcription fonctionnels dans les mitochondries de levure. Parmi les 
sequences r6gulatrices utilisables on peut citer de fa9on non-limitative les sequences 
10 signal depression de g&nes mitochondriaux tels que COX1 et COX2. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du proc6d6 selon 
Pinvention, ledit gfene rapporteur de la transformation mitochondriale est un g£ne 
codant pour Tune des prolines de la chaine respiratoire de levure [g&nes de 
l'apocytochrome b et des sous-unites I, II et III de la cytochrome-oxydase (COX)] ; 
15 ledit g6ne correspondant k une unite de transcription fonctionnelle incluant le 
promoteur, la sequence codante et le terminateur de transcription. 

Lorsqu'un vecteur contenant un g£ne rapporteur de la transformation 
mitochondriale est mis en ceuvre, de preference un vecteur d'origine bacterienne 
(plasmide), par exemple le plasmide pUC18, seuls deux AKNs sont done produits 
20 dans le syst&ne selon Tinvention : TARN du g£ne rapporteur (COX2) et TARN 
d'int6r6t. II est done ais6 de s6parer ces deux ARNs de par leurs tailles respectives, par 
exemple par electrophone, HPLC, RMN, affinity etc... En outre, ce g£ne rapporteur 
permet la complementation d'un allele mit* du g£ne rapporteur present dans la souche 
testrice de la transformation, soit en trans (transcomplementation), soit par 
25 recombinaison homologue. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du proc6d6 selon 
Tinvention, ledit vecteur de transformation mitochondriale contient un fragment d'un 
g£ne rapporteur de la transformation mitochondriale tel que defini ci-dessus. Lorsque 
le g&ie rapporteur (COX2) est remplac6 par un fragment de ce m&ne gfene qui n'est 
30 pas transcrit, la purification de TARN d'interSt est plus ais6e etant donn6 que ledit 
ARN d'interet se retrouve le seul et unique ARN present dans les mitochondries. En 
outre, ce fragment de g&ie rapporteur permet la complementation par recombinaison 
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homologue d'un allele mit" dudit g6ne rapporteur present dans la souche testrice de la 
transformation. 

Le vecteur de transformation mitochondriale tel que d6fini ci-dessus 
peut en outre 6tre am61ior6 de la mantere suivante : en introduisant (i) des sequences 
5 permettant une plus grande stability du gfcne d'int6r& par exemple par Tajout d'une 
sequence Ori (origine de replication de TADN mitochondrial) de levure telle que S. 
cerevisiae, de manifere h accroitre l'efficacitS de replication du vecteur dans les 
mitochondries et/ou (ii) des sequences facilitant la purification de TARN telles que 
d£finies ci-dessus et 6ventuellement des sequences permettant d'eiiminer les 
1 0 sequences de maturation de 1 • ARN. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du proc6d6 
selon Tinvention, la transformation selon 1'ftape (1) comprend Tadsorption dudit 
vecteur de transcription mitochondriale sur des microprojectiles m&alliques 
(tungstdne ou or) et la projection desdits microprojectiles sur lesdites cellules, de 
15 mani&re connue en soi, conformdment par exemple au proc6d6 de biolistique tel que 
dterit dans 1* article de N. Bonnefoy et al., (Methods in Efizymology, 2001, 350, 97- 
111). L'appareil utilise est par exemple un syst&ne PDS-1000/He (BioRad). Get 
instrument utilise une onde de choc h Thulium pour Tacc616ration de particules 
microscopiques en direction d'un tapis de cellules sur une boite de P£tri. Ces 
20 particules font une taille de 0,45 ym de diam&re, ce qui repr£sente environ 10 % du 
diam&re d'une cellule de levure. Dans un nombre limits de cellules, ces 
microprojectiles traversent la paroi de la levure et atteignent la mitochondrie. Les 
mitochondries des cellules rho 0 ne contenant pas d'ADN propre, TADN introduit par 
biolistique est le seul ADN present dans ces organites et Ton obtient ainsi des cellules 
25 rho' synth&iques. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du proc6d6 selon 
Tinvention, les cellules de levure ddpourvues d'ADN mitochondrial sont celles d'une 
souche rho 0 . A titre d'exemple non-limitatif, on peut citer les souches rho 0 suivantes 
d6riv£es de la souche DBY947 : ATCC 201440 (MCC109rAo° [MATa, ade2-101, 
30 ura3-52, karl-1 (rho 0 )]), ATCC 201442 (MCC123rAo°[MATa, ade2-101, ura3-52, 
karl-1 (rho 0 )]) et DFS160r/io 0 (M.E. Sanchirico et al., EMBO J., 1998, 17, 19, 5796- 
5804. d ; Steele et al., PNAS, 1996, 93, 5253-5257). 
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Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du proc6d6 selon 
Pinvention, lesdites cellules de levure d6pourvues d'ADN mitochondrial sont 
modifies de telle sorte que les gfcnes codant pour des prot6ines de degradation de 
PARN dans la mitochondrie sont inactiv6s (modifies ou d616t6s). On connait k ce jour 
5 plusieurs prolines mitochondriales, toutes d'origine nucteaire, qui interviennent dans 
le turn-over des ARNs mitochondriaux, comme par exemple Suv3p et une sous-unite 
d'une exoribonucl£ase 3'-5* (DSSlp). En utilisant des souches de levure dans 
lesquelles les g£nes de ces prot&nes ont 6t6 inactiv£s (souches &SUV3 ou M)SS1) 
comme notamment les souches ASUV3Ai et ADSSAi (Dziembowski et al., J- Biol. 
10 Chem., 2003, 278, 1603-161 1) ou les souches ATCC n°4002799, 4012799, 4022799 
et 4032799, on peut accroitre la stabilit6 des ARNs synth£tis6s dans la mitochondrie, 
selon le proc6d6 de Pinvention. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux du proc6d6 selon 
Pinvention, lesdites cellules de levure ddpourvues d'ADN mitochondrial 
15 comprennent, une copie d'un g&ie codant pour une ARN polymerase exogfcne et 
incluant une sequence d'adressage mitochondrial, int6gr6e dans leur chromosome 
(copie chromosomique). 

Les sequences d\ARN polymerase exogfenes fonctionnelles en 
cellules de levure et les sequences d'adressage mitochondrial sont connues ; elles sont 
20 introduces dans le chromosome de levure par recombinaison homologue, selon les 
techniques classiques connues de PHomme du metier. 

La majority des proteines mitochondriales sont d'origine nucieaire. 
C'est le cas en particulier pour la machinerie proteique n6cessaire h la transcription de 
PADN en ARN. Cette machinerie est done import6e vers la mitochondrie et reste 
25 fonctionnelle m6me lorsque les cellules sont rho° et done dSpourvues d'ADN mito- 
chondrial. Par contre, une partie de la machinerie de traduction de PARN en prot6ine 
est cod6e par le genome mitochondrial. Par consequent, si le g6nome mitochondrial 
est absent -e'est le cas dans les cellules rhd synthetiques, PADN Granger introduit 
dans la mitochondrie n'est pas traduit en proteine. Dans ce contexte, PADN introduit 
30 par biolistique est le seul ADN present dans les mitochondries des cellules rhd 
synthetiques obtenues. H sera transcrit en ARN mais cet ARN ne sera pas traduit en 
proteine. 
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Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit proc6d6, 
P6tape (1) comprend la co-transformation de la levure avec ledit vecteur de transcrip- 
tion mitochondriale et un vecteur r6plicatif chez la levure comprenant un marqueur de 
selection nucl6aire, comme un marqueur d'auxotrophie des cellules transform6es tel 
5 que LEU2, ledit vecteur est par exemple pFL46L (ATCC n° 77210) ou Yep351 
(ATCC n° 37672) (figure 3). Le gtoe sauvage port6 par le plasmide vient ainsi 
complementer fonctionnellement le g6ne mut£ port6 par les cellules transform6es. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du proc6d6 selon 
Tinvention, P&ape (2) comprend : 
10 (ao) le croisement des levures transform6es rho" synth&iques, obte- 

nues k Tissue de T6tape (1), avec une souche testrice de levure de type rho* mit", pour 
faciliter ^identification desdites cellules transform£es, ladite souche testrice contenant 
une alteration locale (substitution nucl6otidique (mutation ponctuelle), courte deletion 
ou insertion) dans une region du g6nome mitochondrial correspondent au g&ne 
15 rapporteur de la transformation mitochondriale ou au fragment de ce g6ne utilise k 
r&ape (1), par exemple Tun des gdnes de la chaine respiratoire de levure tel que 
COX2 ; la sequence sauvage correspondante (g£ne ou fragment de g£ne) est port6e par 
le vecteur de transcription mitochondriale utilise pour transformer la mitochondrie de 
la souche h6te rho° k T&ape (1), 
20 (bo) Tidentification des transformants mitochondriaux (cellules rhd 

synthetiques) qui donnent, une fois crois6s, des cellules diploides, capables de croitre 
sur un milieu non fermentescible : seules les cellules de la souche hdte qui contiennent 
dans leurs mitochondries le vecteur de transcription mitochondriale portant le gfcne 
d'interSt et Tailzie sauvage de la mutation mit* pr6sente dans l'ADN mitochondrial de 
25 la souche testrice donneront, apr&s recombinaison des ADNs mitochondriaux paren- 
taux, des cellules diploides recombinantes rho* mit + qui seront mises en Evidence par 
leur capacity k croitre sur un milieu non fermentescible (milieu respiratoire), aprds 
r6plique au velours des diploides sur un tel milieu. Sur ce milieu, par exemple, dans le 
cas oil le vecteur de transcription mitochondriale contient un fragment de g&ie 
30 rapporteur, ni les parents du croisement (souche hdte rho° et souche testrice rho + mit"), 
ni les diploides non-recombinants rho + mit" issus de ce croisement ne seront capables 
de croitre. Cette 6tape permet de cerner sur la boite initiale obtenue apr£s 
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bombardement de la souche hdte rho 0 des zones oii se trouvent des cellules de cette 
souche hdte dont les mitochondries ont acquis le vecteur de transcription 
mitochondriale portant le g£ne d'int&fit et 

(co) la r6p6tition dudit croisement jusqu'k obtention de colonies de 
5 levures isotees, identifies comme 6tant des transformants mitochondriaux porteurs du 
vecteur de transformation mitochondriale (cellules rho' synth6tiques). 

De manidre plus precise, les transformants nucl6aires obtenus aprfcs 
bombardement sont crois6s avec une souche qui elle possfede un ADN mitochondrial 
rho* mais 6galement une mutation mit" qui Temp6che de croftre sur un milieu respi- 
10 ratoire ; la sequence sauvage correspondante est pr6sente dans le gfene rapporteur ou le 
fragment de gdne rapporteur port6 par le vecteur de transcription mitochondriale 
compris dans la rho synth&ique. De cette fa9on, apr6s croisement, 1'ADN 
mitochondrial mut6 et la s6quence sauvage correspondante sur la rho synth&ique 
vont 6tre en presence. La recombinaison homologue permettra alors de corriger la 
15 mutation mit" et les diploides obtenus retrouveront une croissance respiratoire, d*oi!i le 
terme de « marker rescue ». En pratique : on consid&re 1000 h 10000 transformants 
nucteaires r6partis sur la boite aprds bombardement parmi lesquels on veut identifier 
ceux qui sont aussi des transformants mitochondriaux. On r6plique done cette boite au 
velours (pour garder la m§me disposition des clones sur la boite de P6tri) sur une boite 
20 du m6me milieu (boite de garde) et sur un tapis de la souche testrice rho* mit". Apr6s 
croisement cette derntere est r6pliqu6e sur un milieu respiratoire pour rep6rer les 
clones qui ont permis le sauvetage par le marqueur ou « marker rescue ». On revient 
alors h la boite de garde (non croisSe, r6plique de la boite originelle) et on r6cup6re les 
clones rho' synth&iques haploides correspondants car ce sont eux qui sont 
25 s61ectionn6s in fine (figure 3). 

En d'autres termes, les deux souches qui sont croisSes k T6tape (ao) 
ne peuvent pas croitre sur un milieu non fermentescible. II sera done facile de rep6rer 
les clones recombinants qui ont recouvre la capacit6 de croitre sur ce type de milieu. II 
n'est done pas n6cessaire de sSlectionner les diploides sur un milieu sp6cifique (au 
30 niveau des marqueurs d* auxotrophic) avant de r6pliquer les croisements sur un milieu 
non fermentescible. Seules les cellules de la souche h6te qui contiennent dans leurs 
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mitochondries le vecteur de transcription mitochondriale pourront donner, aprfes 
croisement, des clones pouvant croitre sur un milieu non fermentescible. 

Plusieurs cas sont possibles : diploides recombinants mais aussi 
diploides non recombinants si le gfene marqueur est entier dans le vecteur (compl6- 
5 mentation en trans par PARN produit par PADN de la rho' synth£tique), et enfin 
cytoductants recombinants ou non (la mutation kar 1-1 d'une des 2 souches retarde la 
fusion des noyaux et permet d'obtenir aprfcs croisement des haploides qui ont quand 
mSme subi une fusion des cytoplasmes et done des mitochondries). 

A T&ape (co), la purification des transformants mitochondriaux est 
10 effectu6e en pr61evant sur la boite de garde (non croiste) la zone dans laquelle on a 
rep6r6 un clone qui donne, apr6s croisement, une croissance sur un milieu non 
fermentescible et en r£p6tant le croisement aprfcs r66talement des cellules en colonies 
individuelles ; cette 6tape (co) permet done de s61ectionner, au deuxteme ou au 
troisi&me tour, une colonie d'un transformant mitochondrial pur. En effet, le probl&ne 
15 est que parmi 5000 clones sur une seule boite, on ne peut pas Stre stir d'avoir r6cup6r6 
un clone pur mais seulement une zone m61ang6e k partir de laquelle il est preferable 
de purifier la rho' synth6tique. Pour ceci on etale la zone r6cup6r6e en colonies indivi- 
duelles et on refait le mSme croisement testeur. Apr£s environ 3 purifications 
successives, on obtient un clone pur rho' synth&ique. 
20 En variante, Petape (2) comprend : 

(aj) une premiere selection ou preselection des cellules de levure k 
Paide du marqueur nucteaire tel que d6fini ci-dessus, par cultvire dans un milieu 
approprie, 

(bi) une deuxieme selection k partir des cellules de levure s61ection- 
25 n6es en (ai), conform6ment aux etapes (ao), (b 0 et (co), telles que definies ci-dessus. 

Par exemple, une fois les cellules rho 0 bombardees, elles sont incu- 
b6es k 28°C, temp6rature optimale de croissance de la levure. Dans un premier temps, 
les cellules sont incubSes sur un milieu s61ectif d6pourvu de Pacide amine ou du 
nucleotide correspondant au marqueur d* auxotrophic desdites cellules. Cette mutation 
30 rend la croissance desdites cellules d£pendante de Pajout dans le milieu de culture par 
exemple de Pacide amine qui ne peut plus 6tre synth6tis6. Pour identifier les transfor- 
mants mitochondriaux, les levures capables de croitre sur milieu s61ectif sont crois6es 
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avec une souche de signe sexuel oppose. Cette souche est mit", son ADN 
mitochondrial est present, mais le g£ne COX2 a 6t6 delete. Les diploides sont s61ec- 
tionn6s sur un milieu k source de carbone non-fermentescible. Seules les levures dont 
les mitochondries ont 6t6 transformees par le plasmide portant COX2 peuvent former 
5 des diploides viables avec la souche mit" COX2- sur ce type de milieu (complementa- 
tion par recombinaison d'ADN ou en trans par l'ARN « sauvage » de COX2 dans la 
rho- synthetique). Ce croisement est alors r6pdt6 jusqu'fc obtention de colonies isol6es 
identifiees comme etant des transformants mitochondriaux capables de produire 
TARN d'interfit dans leurs mitochondries (figure 3). 
10 De mantere pr6f6r6e et conform&nent k 1'invention, apr£s croise- 

ment avec une souche portant une mutation mit", par exemple dans le gfcne COX2, la 
complementation de cette mutation peut se faire transitoirement en trans par 
traduction de l'ARN messager du gfcne sauvage (COX2) apporte par la souche rho' 
synthetique, aprfcs fusion des r^seaux mitochondriaux parentaux. Ce croisement 
15 constitue un test pour identifier et s61ectionner les transformants d'interfit en vue de la 
production de l'ARN d'interSt. 

En d'autres termes, aprfcs le bombardement des cellules rho° 9 on 
procdde tout d'abord et pr6f6rentiellement k la selection des transformants nucieaires. 
lis sont nombreux (5 000 par boite de Petri), de sorte que les colonies auxquels ils 
20 donnent naissance ne sont pas bien s6par6es les unes des autres. Done dans un premier 
temps, les croisements avec la souche testrice (par une r6plique au velours) permet- 
tront de cemer sur la boite de tir originale des regions contenant des transformants 
mitochondriaux (en general une dizaine par boite). Les cellules de cette zone seront 
dilu6es et re6tal6es sur un milieu solide, pour cette fois obtenir des colonies bien sepa- 
25 rees. Ces colonies individuelles sont k nouveau test6es par croisement avec la souche 
mit" testrice de manure k identifier celles issues de cellules contenant dans leurs 
mitochondries l'ADN d'intfrtt. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre du proc6d6 selon Pinvention, 
l'isolement des mitochondries, conform6ment k l'6tape (4) du proc6de selon 
30 1'invention, comprend avantageusement, aprfcs lyse ou broyage desdites cellules, un 
isolement des mitochondries selon des m£thodes connues, notamment en gradient de 
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saccharose ou selon la m&hode dScrite dans Gu&rin B. et al., Methods EnzymoL, 1979, 
55, 149-59. 

De manifre pr6ftr6e, 1'ftape (4) du proc&te selon 1'invention 
comprend avantageusement aprfes lyse ou broyage desdites cellules, Tisolement des 
5 mitochondries par au moins deux 6tapes de centrifugation approprtees, k des vitesses 
de pr6f6rence comprises entre 750 g et 12.500 g, et la r6cup6ration du dernier culot de 
centrifugation. 

Conform6ment k ^invention, la purification de TARN mitochondrial 
selon T6tape (5) est effectute par des techniques classiques. Elle peut-fitre r6alis6e 

10 selon le protocole ddcrit dans di Rago JP. et al., J. Biol. Chem. y 1988, 263, 12564- 
12570 ou un protocole modifte dans lequel P6tape d'extraction et de purification de 
TARN d*int6r6t par extractions ph&ioliques successives est remplac6e par une 6tape 
de purification de TARN par adsorption sur une r6sine approprite, suivie du 
d6crochage de TARN dans une solution approprtee, notamment dans Teau. 

15 Selon un autre mode de mise en oeuvre du proc6d6 selon 

Pinvention, la purification dePARN selon l'6tape (5) comprend : 

- P61imination des acides nucl6iques contaminants en particulier de 
nombreux ARNs fix6s en p6riph6rie de la mitochondrie, en presence de tampons 
approprtes, le premier tampon comprenant au moins un ch&ateur d'ions bivalents 

20 comme l'EDTA et l'EGTA et le deuxi&ne tampon comprenant une RNase et 
Sventuellement une DNase, 

- la lyse des mitochondries, en presence d'au moins un detergent, un 
chSlateur d'ions bivalents et dans une zone de pH entre 7 et 8 ; k titre d'exemple, on 
peut citer le tampon suivant : SDS 1 %, EDTA 10 mM et Tris/HCl pH 7,5 ; et 

25 - Tisolement et la purification de TARN dMnt6r6t par tout moyen 

appropriS. 

L'ARN ainsi purifte en solution aqueuse est dos6, analys6 sur gel 
cT agarose et s6quenc6. 

Ledit ARN peut €tre utilise tel quel ou subir des Stapes 
30 supptementaires de modification, en fonction de Putilisation envisagSe. Parmi ces 
modifications qui sont r6alis6es selon les techniques classiques, on peut citer de fa$on 
non-limitative : la coupure des sequences de maturation ; des modifications 
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chimiques, notamment pour augmenter la stability de l'ARN in vivo, hybridation en 
double brin, notamment pour former un siRNA, digestion pour obtenir des fragments 
de petites tailles couvrant tout le gene. 

La presente invention a egalement pour objet une souche de levure 
5 depourvue d'ADN mitochondrial comprenant une copie chromosomique d'un gene 
codant pour une ARN polymerase exogene et incluant une sequence d'adressage 
mitochondrial. De preference, ladite souche est obtenue a partir de cellules rho 0 et/ou 
&SUV3 ou ADSS7, telles que definies ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet, un transformant 
10 mitochondrial de levure depourvue d'ADN mitochondrial tel que defini ci-dessus. De 
preference, ledit transformant est obtenu a partir d'une souche rho 0 et/ou ASUV3 ou 
ADSSJ, et/ou comprenant une ARN polymerase exogene, telle que definie ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation de 
transformants mitochondriaux de cellules de levure depourvues d'ADN mitochondrial 
15 tels que definis ci-dessus, pour la production industrielle d'un ARN heterologue 
d'interet. 

La presente invention a egalement pour objet un systeme utile pour la 
production industrielle d'ARN heterologue d'interet preselectionne, caracterise en ce 
qu'il comprend : 

20 - des cellules de levure transformees au moins par un vecteur de 

transcription mitochondriale (cellules rho' synthetiques) comprenant l'ADN codant 
l'ARN heterologue d'interet sous le contrdle d'element(s) r6gulateur(s) de la 
transcription mitochondriale et un gene rapporteur de la transformation 
mitochondriale ou un fragment dudit gene rapporteur, 

25 - au moins un milieu de culture convenable permettant de selection- 

ner lesdites cellules transformees (transformants mitochondriaux), 

- des cellules de levure testrices, de type rho* mit", 

- des fermenteurs et des milieux de culture appropries et 

- des tampons appropri6s pour isoler les mitochondries a partir des 
30 cellules rho' synthetiques et en extraire l'ARN d'int&ret. 

Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere k 
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des exemples de mise en oeuvre du precede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre l'ADN mitochondrial de S. cerevislae ; l'ADN 
mitochondrial code notamment pour : 3 sous-unites de I'ATP synthase (6, 8, 9) ; 4 

5 sous-unites de la chafne respiratoire ; 2 ARNr + 1 proteine du mitoribosome ; 24 
ARNt; 

- la figure 2 illustre le principe du sauvetage par le marqueur ou 

« marker rescue » ; 

- la figure 3 repr6sente la construction d'une souche rho' 

10 synth6tique ; 

- la figure 4 illustre Panalyse en Northern blot de l'ARN 
mitochondrial de levures rho synthetiques, transformees par un vecteur de 
transcription mitochondriale comprenant le gene RIP1. 

II doit 6tre bien entendu, toutefdis, que ces exemples sont donnes 
15 uniquement a titre d'illustration de l'objet de 1 'invention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE : Production de l'ARN du gene RIP1 selon le procede de l'invention 
A) Materiel et methodes 

1) Vecteur de transcription mitochondriale 
20 pJM2 (pTZ18-U, avec COX2 sauvage; YIN J. et al., Tsinghua 

Science and Technology, 1999, 4, 2 ; Bio-Rad) dans lequel a et6 clone le gene RIPl m , 
version en code mitochondrial du gene RIP J codant pour une sous-unit6 du complexe 
III de la chaine respiratoire flanque des sequences signal d'expression de COXJ. 
2\ Vecteur navette comprenant un marqueur de selection nuc!6aire 
25 Yep352 (2 u, URA3) (ATCC n° 37673) 

3) Transformation de mitochondries de cellules de S. cerevi siae depourvues d'ADN 
mitochondrial avec les vecteurs tels que decrits e n 1} et 2) 

Le derive rho 0 de la souche W303-1B (Mata, ade2, upl, his3, leu2, 
ura3), denomme W303-1B (ATCC n° 201238)/A/50, est cotransform6 avec les 
30 vecteurs tels que d6finis en 1) et 2), selon la methode de biolistique d6crite dans 
Particle de N. Bonnefoy et al., (Methods in Enzymology, 2001, 350, 97-1 1 1), a l'aide 
d'un appareil Biolistic PDS-1000/He (BioRad). 
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4\ M6thode d'identification des ce llules transferases 

Dans un premier temps, on precede k la selection des transformants 

nucldaires sur un milieu synth&ique d£pourvu d'uracile. Les transformants mitochon- 

driaux sont identifies paimi les transformants nucl6aires URA3* par leur capacity k 
5 produire des diploides avec une croissance sur milieu non fermentescible apr6s 

croisement avec la souche testrice TF145 (MATa, ade2) (Speno H. et aL, J. Biol 

Chem., 1995, 270, 43, 25363-25369). Cette souche n'est pas capable de croitre en 

milieu non-fermentescible (milieu respiratoire) du fait qu'elle comprend une deletion 

dans le g£ne mitochondrial COX2 (cox2-J7). 
10 S) Conditions de culture des cellules de levures : 

Les transformants mitochondriaux sont cultivfe en fermenteurs 

jusqu'en milieu de phase exponentielle de croissance dans un milieu riche contenant 

du galactose comme source de carbone. 

6) M6thode de purification des mitochondries et de l'ARN : 

15 6.1) Mlm^AfsM^^aiMm 

Les transformants mitochondriaux de levure sont cultiv6s en fermen- 
teur jusqu'en milieu de phase exponentielle de croissance soit une DO entre 3 et 4. lis 
sont alors r6colt6s et lys6s ou broy6s et leurs mitochondries sont purifiee? par des 
m6thodes classiques. 
20 Brtevement, le protocole mis en ceuvre est le suivant : 

Les mitochondries des transformants mitochondriaux sont isotees et 
purifi6es apr£s digestion de leur paroi cellulaire avec de la zymolyase dans un milieu 
(1,35 M sorbitol) prot6geant osmotiquement Pintegrite des cellules d6barrass6es de 
leur paroi (appe!6es spheroplastes). Les spheroplastes sont soumis k un choc osmo- 
25 tique dans un tampon pr&ervant Pint6grite des mitochondries (0,6 M sorbitol). Les 
debris cellulaires (noyaux, parois) sont 61imin6s par plusieurs (au minimum 2) centri- 
fugations k basse vitesse (750 g) du lysat des spheroplastes. Le dernier sumageant est 
centrifuge a haute vitesse (12 500 g) pour culoter les mitochondries. 

De maniere plus precise, les conditions sont les suivantes : 
30 I/Recolte des levures 

Les levures sont centrifug6es k basse vitesse (4°C, 10 minutes k 

3800 g). 
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11/2 Lavages des levures h Veau distillie glade 
Les culots sont alors repris dans de Teau distillie fraSche (4°C). 
On centrifuge k 4°C, pendant 5 min k 3800 g. On ^limine le 
surnageant et on lave une deuxifeme fois k l'eau distillie, puis une nouvelle centrifuga- 
5 tion est effectuSe dans les mfimes conditions. 

Ill / Fragilisation de la parol cellulalre 

Le 2-mercapto6thanol rompt les ponts disulfides entre les diffcrentes 
mannoprot&nes de la paroi, facilitant Taction ult6rieure de la zymolyase. A partir de 
la D.O. k 600 ran de la culture, on 6value le poids sec de levure au moyen de la 
1 0 formule suivante : 

PS (g) = 0,28 DO Volume_culture (L) 
On incube dans un volume de 20 ml de tampon/g de PS. 
On reprend done le culot dans un tampon de pr6-incubation « SH » 
(2-mercapto6thanol 0,5 M, Tris-Base 0,1 M, pH 9,3) et on incube alors pendant 10 
1 5 min k 30°C avec agitation. 

IV /Lavages des levures au tampon de lavage au KCl 
Le but de ces lavages est d'61iminer toutes traces d'agent r6ducteur. 
On ajoute le tampon KCl (KCl 0,5 M, Tris-Base 10 mM, pH 7,0) au 
tampon de pr6-incubation SH. On centrifuge k 4°C, pendant 5 min k 3800 g. On 
20 61imine le surnageant. On effectue ainsi 2 lavages successifs au tampon KCl. 

V/ Digestion a la Zymolyase a 30°C de la paroi cetlulaire 
La zymolyase d6truit la paroi cellulaire. 

La paroi des levures est constitute d*un squelette de chitine auquel 
s'ajoutent d'autres prolines. 
25 Pour dig&rer la paroi, une possibility est d'utiliser la zymolyase 

produite par la bact6rie Arthrobacter luteus ou un melange enzymatique (cytoh61i- 
case) : enzyme de sue gastrique de Tescargot (Helix pomatia) 9 donnant alors des 
protoplastes de levure. 

On reprend le culot avec la solution de digestion, k raison de 10 k 15 
30 mg de zymolyase/10 ml de tampon de digestion (sorbitol 1,35 M, EGTA 1 mM, acide 
citrique 10 mM, phosphate disodique 30 mM, pH 5,8). 



WO 2005/010194 



PCT/FR2004/001957 



20 

On arrtte la digestion k la zymolyase quand 80 k 90% des cellules 
sont digues, en compliant avec le tampon de lavage des protoplastes au KC1. 

On centrifuge alors pendant S min k 12 500 g. 

VI /Lavages des protoplastes 
5 Le culot est repris rapidement dans le tampon de lavage des proto- 

plastes (ou sphfroplastes - cellules d6barrass6es de leur paroi) (sorbitol 0,75 M, 
mannitol 0,4 M, BSA 0,1 %, Tris-Maieate 10 mM, pH 6,8). On centrifuge pendant 5 
min k 12 500 g. Le surnageant est eiimine, puis on effectue un deuxidme lavage du 
culot. 

10 VII / Homogin&isation etbroyages 

On reprend les culots dans quelques ml du tampon 
d*homog6n6isation (mannitol 0,6 M, EGTA 2 mM, BSA 0,2 %, Tris-Maieate 10 mM, 
pH 6,8). On verse la preparation dans un potter. On descend et remonte le potter une 
dizaihe de fois ; on mixe le preparation k vitesse mod6r6e, on r6cup6re un maximum 
15 de la preparation puis on redistribue le tout en plusieurs tubes. 

VIII / Isolement des mitochondries par centrifugation dijfiren- 

tielle 

On centrifuge k basse vitesse (750 g) pendant 8 min, k 4°C. On 
conserve les surnageants. Le culot peut 6ventuellement Stre repris dans le tampon 
20 d'homogen&sation, centrifuge et le surnageant ajoute au precedent surnageant. 

On centrifuge k plus haute vitesse (12 500 g) pendant 10 min, k 4°C, 
puis on eiimine les surnageants. 

Les culots sont repris dans le tampon de r6cup6ration (mannitol 
0,6 M, EGTA 2 mM, Tris-Maieate 10 mM, pH 6,8). 
25 On centrifuge k basse vitesse (8 min, 750 g k 4°C), puis on centri- 

fuge les surnageants k haute vitesse (10 min, 12 500 g 9 k 4°C). On eiimine le surna- 
geant et on refait eventuellement un troisieme cycle de centrifugation basse 
vitesse/haute vitesse. 

DC /Recuperation finale des mitochondries 
30 Le culot de mitochondries est repris dans un volume minimum de 

tampon de recuperation (Mannitol, EGTA, Tris-Maieate pH 6,8, tel que defini ci- 
dessus), puis passe au potter pour Phomogeneiser. 
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X/Rendement 

Pour 2 litres de culture, on produit environ 2-4 g de levures. 

Une preparation de mitochondries h la zymolyase permet d'obtenir 1 
i 1,5 ml de mitochondries k une concentration de 30 mg/ml de proteines mito- 
5 chondriales soit 30 & 45 mg de prolines. 
6.2) Extraction, des ARN 
al methode A 

Les mitochondries sont dans un premier temps incub6es en presence 
d'EDTA et d'EGTA pour les d6barrasser des polysomes et des ARNs situ6s en p6ri- 

10 pherie de la mitochondrie. Puis elles sont lav6es en tampon depourvu d'EDTA et 
d'EGTA et incubees dans ce mfime tampon en presence de RNase et de DNase afin de 
les debarrasser des ARN cytoplasmiques situ6s en p6ripherie des mitochondries et des 
reliquats d'ADN nucieaire. L'action des RNase et DNase est interrompue par centri- 
fugation h 12 500 g. L'extraction de TARN d'int6r& est alors r6alis6e selon le 

15 protocole detraction d'ARN mitochondrial d6crit dans Di Rago et al., 1988, pretite. 
Le culot mitochondrial est lav6 en tampon contenant de PEDTA et de PEGTA et lys6 
en presence de SDS 1 %, EDTA 10 mM et Tris HC1 pH 7,5. Les acides nucieiques 
sont purifies par extractions phenolyques successives. La phase aqueuse finale est 
6ventuellement lav6e par action de chloroforme::acide isoamylique, puis les acides 

20 nucieiques sont precipes. A cette etape, PADN mitochondrial est 6ventuellement 
degrade par ajout de DNase. L'ARN ainsi purifie est dose, analyse sur gel d'agarose et 
sequence. 

De maniere plus precise, le protocole d'extraction d'ARN mito- 
chondrial est le suivant : 
25 Le tampon de recuperation (d6fini ci-dessus) a 6t6 additionne de 

10 mM EDTA ; les differentes centrifugations sont effectuees k 4°C. 

- Centrifugation 12 500 g 10' 

- R6cup6ration dans du tampon de recuperation, sans EDTA ni 

EGTA 

30 - Centrifugation 12 500 g 10' 

- Reprise dans du tampon de recuperation sans EDTA ni EGTA. 
Ajout de RNase et de DNase et incubation de 15* h 37°C 
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- Centrifugation 12 500 g 10* 

- Lavages dans du tampon de recuperation avec EDTA et EGTA, 
suivis de centrifugations 

. Reprise dans le tampon de Lyse (SDS 2%, EDTA 10 mM, Tris 
5 HC1 10 mM, pH 7,5) et ajout du m&ne volume de melange ph6- 
nol xhloroforme talcool isoamylique 49 :49 :2. Vortexer 3*, laisser reposer V k 4°C, 
revortexer 2-3*. 

- Centrifugation 5* k 8 000 g et k 4°C. 

- Pr616vement de la phase aqueuse et ajout du melange 
10 ph6nol/chloroforme, environ 5 fois. 

- Ajout k la dernifere phase aqueuse de 0,3 M d*ac6tate de sodium pH 
5,2 et 2,5 volumes d'6thanol 100%. Laisser 15' k -80°C puis centrifuger 20* k 8 000 g 
k 4°C et laver le culot 

- Reprise du culot dans 3 ml de tampon MgCl 2 lOmM, Tris/ac6tate 
15 20mM, pH 7,4 contenant 75 |xl de complexe vanadyl-ribonucl6osides (inhibiteur de 

RNase) 200mM et 2 nl de DNase sans RNase (dans 50% de glycerol k une concentra- 
tion de 0,5 mg/ml). 

Elimination de la DNase avec un volume 
ph6nol/chloroforme/alcool isoamylique 49:49:2, puis un volume de chloro- 
20 forme/alcool isoamylique 24 : 1 , puis un volume de di6thyl6ther sature en eau. 

- Precipitation des AKN de la phase aqueuse par ajout de 0,3 M 
d'ac&ate de sodium et 2,5 volumes d'ethanol 100%. 

- Reprise du culot dans 50 k 100 nl d'eau sterile. 

• Dosage et verification des ARN puis preparation et purification 
25 suppl6mentaire si besoin. 
b)m6fliodeB 

Les mitochondries sont dans un premier temps incub£es en presence 
d'EDTA, d'EGTA et de RNAse pour debarrasser totalement I'echantillon des des 
ARNs cytosoliques normalement accroch6s a la peripheric externe du compartiment 
30 mitochondriale. L'extraction des ARN situ6s k l'interieur des mitochondries est alors 
r£alis£e avec un kit approprie disponible dans le commerce (Rneasy Protect Starter 
Kit™, QIAGEN, Cat. No. 74121). Dans cette procedure, P£chantillon mitochondrial 
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est lys6 avec un tampon sp^cifique suivi imm6diatement de la purification des ARN 
quMl contient en une seule 6tape par adsorption des seuls ARN de l^chantillon sur 
une r6sine approprtee suivie du d6crochage des ARN avec de Teau . L'ARN ainsi 
purifte est dos6, analys6 sur gel d'agarose et s6quenc6. 
5 B) R6sultats 

Les ARNs mitochondriaux purifies sont analyses par la technique 
Northern blot avec une sonde ADN sp6cifique du gfcne XIP1, marquee au P 32 et, & titre 
de contrdle, une sonde ADN sp&rifique du g6ne mitochondrial endogfcne COX1 
6galement radiomarqu6e. 

10 Le signal avec la sonde RIP1 et Pabsence de signal avec la sonde 

COX1 d6montrent que les mitochondries de la souche rho synth6tique contiennent 
TARN d'int6r6t mais pas d\ARN mitochondrial endog&ie (figure 4). Par comparison, 
on observe un signal avec la sonde COXJ mais pas avec la sonde RIP1, avec les 
ARNs mitochondriaux d'une souche sauvage de levure rho" mit + . 

15 Ces r6sultats d6montrent done que les mitochondries de la souche 

rho synth6tique sont capables de produire sp6cifiquement TARN d'int6rSt 

Ainsi que cela ressort de ce qui pr6c£de, Pinvention ne se limite 
nullement k ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et duplication qui 
viennent d'etre d6crits de fa9on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 

20 variantes qui peuvent venir k Pesprit du technicien en la mattere, sans s*6carter du 
cadre, ni de la port6e, de la pr6sente invention. 
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REVINDICATIONS 

1°) Precede de production d*un ARN het6rologue d*int6r6t, lequel 
precede est caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

(1) la transformation des mitochondries de cellules de levure 
5 depourvues d'ADN mitochondrial avec un vecteur de transcription mitochondriale 
comprenant au moins une copie de 1'ADN codant ledit ARN het6rologue d'int6r6t 
sous le contr61e d*eiement(s) r6gulateur(s) de la transcription mitochondriale, et un 
g6ne rapporteur de la transformation mitochondriale ou un fragment dudit g£ne 
rapporteur, 

1 o (2) Identification des transformants mitochondriaux de levure ayant 

incorpor6 l'ADN d'interSt, 

(3) la culture des transformants mitochondriaux de levure selection- 
's k l'&ape (2), 

(4) Tisblement des mitochondries, k partir des transformants mito- 
1 5 chondriaux de levure obtenus k l*6tape (3) et 

(5) l'extraction et la purification de PARN h6t6rologue d'interSt, k 
partir desdites mitochondries. 

2°) Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que lesdites 
cellules de levure depourvues d'ADN mitochondrial sont des cellules rho°. 
20 3°) Proc6d6 selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracterise 

en ce que lesdites cellules depourvues d'ADN mitochondrial sont obtenues k partir 
d'une souche ASUV3 ou ADS SI. 

4°) Proc6de selon Pune quelconque des revendications I k3, carac- 
terise en ce que lesdites cellules depourvues d'ADN mitochondrial comprennent une 
25 copie chromosomique d'un g£ne codant pour une ARN polymerase exogfcne et 
incluant un signal d'adressage mitochondrial. 

5°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 i 4, 
caracterise en ce que ledit ADN codant l'ARN d'int6ret est sous le contrSle d'un 
promoteur et d'un terminateur de transcription fonctionnels dans les mitochondries de 
30 levure. 
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6°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 k 5, carac- 
t6ris6 en ce que ledit g£ne rapporteur de la transformation mitochondriale est un gfene 
codant pour Tune des prot6ines de la chaine respiratoire de levure. 

7°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 k 6, carac- 
5 t6ris6 en ce que ledit vecteur de transcription mitochondriale comprend la sequence 
d'une origine de replication de l'ADN mitochondrial. 

8°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 k 7, carac- 
t6ris6 en ce que la transformation selon l*6tape (1) comprend 1'adsorption dudit 
vecteur de transcription mitochondriale sur des microprojectiles m&alliques et la 
1 0 projection desdits microprojectiles sur lesdites cellules. 

9°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 k 8, carac- 
t6ris6 en ce que l'6tape (1) comprend la co-transformation desdites cellules de levure 
avec ledit vecteur de transcription mitochondriale et un vecteur r6plicatif chez la 
levure comprenant un marqueur de selection nucieaire. 
15 10°) Proc6d6 selon la revendication 9, caract6ris6 en ce que ledit 

marqueur nucieaire est un marqueur d* auxotrophic desdites cellules transform^. 

11°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 k 10, 
caracteris6 en ce que P6tape (2) comprend : 

(ao) le croisement des transformants mitochondriaux de levure 
20 obtenus k l'&ape (1) avec une souche testrice de levure de type rho* mit~, 

(b 0 ) Tidentification des transformants mitochondriaux qui donnent, 
une fois crois^s, des cellules diploides, capables de croitre sur un milieu non fermen- 
tescible et 

(co) la r6p6tition dudit croisement jusqu'a obtention de colonies de 
25 levures isotees, identifiees comme 6tant des transformants mitochondriaux porteurs du 
vecteur de transformation mitochondriale. 

12°) Precede selon la revendication 9 ou la revendication 10, 
caracterise en ce que retape (2) comprend : 

(ai) une premiere selection ou preselection des cellules de levure k 
30 l'aide dudit marqueur nucl6aire, par culture dans un milieu approprie, 
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(b|) une deuxieme selection a partir des cellules de levure selection- 
nees en (ai), conformement aux etapes (ao), (bo et (co), telles que definies a la reven- 
dicationll. 

13°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, 
5 caracterise en ce que l'isolement des mitochondries, conformement a l'etape (4) du 
precede, comprend la lyse ou le broyage desdites cellules puis au moins deux etapes 
de centrifugation, a des vitesses de preference comprises entre 750 g et 12.500 g et la 
recuperation du dernier culot de centrifugation. 

14°) Proced6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, 
1 0 caracterise en ce que l'6tape (5) comprend avantageusement : 

- 1' Elimination des acides nucieiques contaminants en presence de 
tampons appropries, le premier tampon comprenant au moins un cheiateur d'ions 
bivalents et le deuxieme tampon comprenant une RNase et eventuellement une 
DNase, 

15 -la lyse des mitochondries, en presence d'au moins un detergent, un 

cheiateur d'ions bivalents et dans une zone de pH entre 7 et 8, et 

- l'isolement et la purification de l'ARN d'interet. 

15°) Cellule de levure modifiee, caracteris6e en ce qu'elle est 
depourvue d'ADN mitochondrial et en ce qu'elle comprend une copie chromosomique 

20 d'un gene codant pour une ARN polymerase exogene et incluant un signal 
d'adressage mitochondrial. 

16°) Cellule de levure modifi6e, caracteris6e en ce qu'elle est 
depourvue d'ADN mitochondrial et en ce que ses mitochondries sont transformers par 
un vecteur de transcription mitochondriale tel que defini aux revendications 1 et 5 a 7. 

25 17°) Cellule de levure modifiee selon la revendication 15 ou la 

revendication 16, caracterisee en ce qu'elle est obtenue a partir d'une souche ASUV3 
ou 

18°) Cellule de levure modifiee selon l'une quelconque des 
revendications 15 a 17, caracterisee en ce qu'elle est obtenue a partir d'une souche 
30 rho°. 



WO 2005/010194 PCT/FR2004/001957 

27 

19°) Utilisation de transformants mitochondriaux de levures 

depourvues d'ADN mitochondrial, pour la production industrielle d*un ARN 

heterologue d'interet. 

20°) Systeme utile pour la production industrielle d'un ARN 

5 heterologue d'interfr, caracterise en ce qu'il comprend : 

. des cellules de levure depourvues d'ADN mitochondrial, 
notamment de souche rho°, transformees au moins par un vecteur de transcription 
mitochondriale tel que defini aux revendications 1 h 5 et 7, 

- au moins un milieu de culture convenable permettant de selection- 

10 ner lesdites cellules transformees, 

- des cellules testrices de levure, de type rho* mit", 

- des fermenteurs et des milieux de culture appropries et 

- des reactifs appropries pour isoler les mitochondries h partir de 
cellules rhd synthetiques et en extraire TARN heterologue d'interSt. 

15 
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